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論 文 内 容 要 旨
第1章 緒 言
薬理学,生 化学 の進歩 に対す る天然生理活性物質の寄与 は きわめて大 き く,新 しい生理活性機構 の発 見
やその解 明の糸 口 とな った ものが少 な くない。 マス トパ ランは,Hiraiら によ り肥満細胞か ら ヒス タ ミン
遊離 を促進 す る物質 としてスズメバ チ毒嚢 よ り単離 された14ア ミノ酸残基 か らな る両親媒性 の塩 基性 ペ プ
チ ドであ る。 マ ス トパ ランによ るラッ ト腹腔肥満細胞 か らの ヒス タ ミン遊離 は,百 日咳毒 素感 受 性G蛋
白質 の活性化 を介 してイ ノシ トール リン脂質代謝 回転 を促進 し,生 成 す るイ ノシ トール1,4,5一 三 リン酸
によ って細胞 内カル シウム濃度が上昇す る結果生 じると考 え られてい る。 しか し百 日咳毒素非感受性 に分
泌反応 をマス トパ ランが促進す る事例 も報告 されてお り,こ れ らの場合には肥満細胞 の場合 とは異な る夕一
ゲ ッ ト及 び分泌反応促進機構の存在が考え られ る。
本研究で は,ヒ トアス トロサ イ トーマ細 胞 においてマス トパ ラ ンが百 日咳毒素非感受性 にカルバ コール
による細胞内 カル シウムイオ ン濃度の上昇 を抑制 することを示 した(第2章)。 さ らにマ ス トパ ラ ンの ホ
スフ ァチジル コ リン水解反応へ の影響を検討 し,ヒ トアス トロサ イ トーマ細胞 において百 日咳毒素非感受
性 にホスホ リパ ーゼD(PLD)の 活性化 を介 して ホス ファチ ジルコ リン水解反 応 を促進 して い る ことを
見 いだ した(第3章)。 次 にRBL-2H3細 胞 において マス トパ ランによるPLDの 活性化 がPLD阻 害 薬
で あるネオマイ シンや2,3-diphosphoglycerateに よって抑制 される ことを明 らか に し(第4章),こ
れ らを受 けマス トパ ランをPLD活 性化薬 として用 い,RBL-2H3細 胞でのPLD活 性化 と開 口分泌 の関
連 にっ いて解 析 した(第5章)。
第2章 ヒ トアス トロサイ トーマ細胞 でのマス トパ ランによる細胞内 カル シウムイオ ン濃度 への影響
マス トパ ランは三量体型G蛋 白質 のなかの百 日咳毒素感受性G蛋 白質を活性化 す る ことが知 られて い
る。 ラッ ト腹腔肥満細胞 などでマス トパ ランは,百 日咳毒素感受性G蛋 白質 を活 性化 す る こ とによ りイ
ノ シ トール リン脂質特異 的ホスホ リパ ーゼC(PI-PLC)を 活性化す る。 しか し,ヒ トアス トロサ イ トー
マ細胞で は,マ ス トパ ランが イノシ トール リン脂質代謝回転を抑制 す ることが報告 されている。本章で は,
fura2法 を用 い,カ ルバ コールによる細胞内 カル シウムイオ ン濃度 上昇 をマ ス トパ .ランが抑 制 す るか検
討 した。 細胞外 の遊離 カルシウムイオ ンをEGTAを 用 いてキ レー ト処理 した場合,カ ルバ コー ル によ
る細胞内 カル シウムイオ ン濃度上昇 をマス トパ ランは濃度依存的 に抑制 した。 このマス トパ ランの抑制作
用 は,細 胞 を予 め百 日咳毒素で処理 を しておいた場合 にお いて も消失す る ことはな く,マ ス トパ ランによ
るイノシ トール リン脂質代謝 回転 の抑制 と類似 していた。以上 よ り,マ ス トパ ランはカルバ コールによる
細胞内 カルシウムイオ ン濃度上昇をPI-PLCの 活性化を阻害す る ことに よ り抑 制 して い る ことが示 唆 さ
れ た。
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第3章 ヒ トアス トロサイ トーマ細胞 でのマス トパ ランによるPLD活 性化 を介 したホ ス フ ァチ ジル コ リ
ン水解反 応の促進
近年,従 来主要 構造脂 質 としてのみ扱 われて きた ホスファチ ジル コリンが,1,2-diacylgylcero1やpho
sphatidicacidと いったセ カン ドメ ッセ ンジ ャーの前駆脂質 であ ることが明 らか にされ,そ の代謝機 構 が
情報伝達 の観点 か ら注 目されている。特 にホスファチ ジル コ リンを加水分解 し,phosphatidicacidと コ
リンを産生 す るPLDを 介 した代謝機構が注 目され,PLDを 介す る刺激応答が数多 く報 告 されて い る。
本章 で は,ヒ トアス トロサ不 トーマ細胞 にお けるマ ス トパ ランの コ リンリン脂質代謝 回転 への影響 を検 討
し,マ ス トパ ランがPLDを 活性化 しホスフ ァチ ジル コ リン水 解反 応 を促進 す る ことを明 らか に した。
PLDの 活 性化 因子 と してG蛋 白質,カ ル シウムイオ ン,PKC,及 びチ ロシン リン酸化 な どが報 告 され て
いる。 しか し,こ れ ら既知 の活性化因子のマ ス トパ ランによるPLD活 性化 への関与 は薬理学 的解析 によ
り否定 された。 また,ヒ トアス トロサ イ トーマ細胞 に加 え試 みた細胞株全 てにおいてマス トパ ランに よる
P:LDの 活性化作 用が認め られた ことか ら,マ ス トパ ランは直接PLDに 作用す ることによりPLDを 活性
化 して いる可能性 が示唆 され た。
第4章RBL-2H3細 胞 での マス トパ ランによるPLD活 性化の性質
動 物起源 のホスフ ァチ ジル コ リンに対 し基質特 異性 を有 す るPLDに は,オ レイ ン酸 依存 性PLDと
ADPリ ボ シル化 因子依存性PLDの 二っが知 られてい る。後者 は,活 性を示すの に補 因子 としてホスファ
チジルイノシ トール4,5一ニ リン酸を必要 と し,こ れに特異的 に結 合す るネオマイ シンによ りそ の活 性 が抑
制 され ることが示 されて いる。本章 で は,RBL-2H3細 胞を用 い,マ ス トパ ラ ンによ るP:LDの 活性 化
作用 へのPLD阻 害剤の効 果 にっいて検討 した。 マス トパ ランによ るPLD活 性 化作 用 は高濃 度 の ネオ マ
イシンにより抑制 され ることを明 らかに し,マ ス トパ ランがADPリ ボ シル化 因子依 存性PLDの 活性 を
修飾 してい る可能 性を示 した。
第5章RBL-2H3細 胞か らのマス トパ ラ ン1ごよ る ヒスタ ミン遊離 の性質
イ ンシュ リノー マ細胞 か らの インシュ リン遊離促進やPC-12細 胞 か らの カテ コ ラ ミン遊 離 促進 な どの
マス トパ ランの作 用 は,ラ ッ ト腹腔肥満細胞 に対す る作用 とは異 な り,百 日咳毒素非感受性 に分 泌反 応 を
促進 す ることが示 されてい る。 これ らの場合 には,百 日咳毒素感受性G蛋 白質以外 に作 用 し,分 泌反 応
を促進 してい るもの と考 え られ る。前章 まで に,マ ス トパ ランが百 日咳毒素 非感受 性 にPLDを 活 性化 す
ることを示 した。PLDの 活性化 は開 口分泌反応 を起 こす のに重要 と考え られてい る こ とか ら,マ ス トパ
ランの百 日咳毒素非感受性分泌反応促進機椎 の夕一ゲ ットとしてPLDが その候補 と考え られ る。 そ こで
本章 で は,マ ス トパ ランによ るRBL-2H3細 胞 か らの ヒス タ ミン遊離 促進 作用 及 びPLD活 性化 作用 へ
のPLD阻 害剤 の効 果を検討 し,両 者 の関係 につ いて解析 を試 みた。RBL-2H3細 胞 にお いて マ ス トパ
ランは ヒス タ ミン遊離 を促進 し,こ の作用 は百 日咳毒素 に より抑制 さなか った。す なわ ち,マ ス トパ ラン
は百 日咳毒素非感受性 の分郷反応促進機構を活 性化 し,ヒ スタ ミン遊離 を促進 して いると思われ る。 そ こ
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で,ネ オマ イシ ンや2,3-diphosphoglycerateと いったPLD阻 害剤 の マ ス トパ ランによ る ヒス タ ミン遊
離 への影響 を検 討 した。 レか しRBL-2H3細 胞 か らのマス トパ ランによる ヒス タ ミン遊離 は・ ネ:オマ イ
シンによ り抑 制 された もの2 ,3-diphosphoglycerateに よっては影響を受 けず,PLDの 活性 化が直接 ヒス
タ ミン遊離 を引 き起 こ してい るのではない ことが示唆 された。一方,マ ス トパ ラ ンは ヒスタ ミン遊 離 と同
時 に細 胞質か らの乳酸 デ ヒ ドロゲナーゼ(LDH)の 遊離 を引き起 こし,マ ス トパ ランが形 質膜 の透 過性
を上昇 させ ることが明 らかにな った。 マス トパ ラ ンによ るヒス タ ミン遊離 と細 胞質か らのLDHの 遊離は,
濃度依存性 においてよ く一致 し,こ の膜透過性 の上昇 がマス トパ ラ ンによ る ヒス タ ミン遊離 の一 因 と考 え
られる。 ネオマイ シンは,マ ス トパ ランによるLDHの 漏洩 を も抑制 した。 ネオマイ シンは,マ ス トパ ラ
ンと同 じ塩基性物質 であ り,マ ス トパ ラ ンと同 じ結合部位を競合す ることによ りマス トパ ランの作用 を抑
制 して い る可能性 が考 え られる。
第5章 総 括
本研究で は,ヒ トアス トロサイ トーマ細胞 においてマス トパ ランがPI-PLCを 抑制 し,ア ゴニ ス ト刺
激 による細胞内 カル シウムイオ ン濃度上昇 を抑制す ることを示 した。 さ らにマス トパ ラ ンのホスフ ァチ ジ
ル コ リン水解反応へ の影響 を検討 し,マ ス トパ ランがP:LDの 活性剤 である ことを見 いだ した。 ま たマ ス
トパ ランによるPLDの 活性化が ネオマイ シンや2,3-diphosphoglycerateと い ったPLD阻 害薬 で抑 制 さ
れ ることを明 らか に した。 これ ら阻害剤 を用 い,RBL-2・H3細 胞 でのPLD活 性化 と開 ロ分泌 の関連 に
っいて解析 した ところ,RBL-2H3細 胞 か らのマス トパ ランによる ヒス タ ミン遊離 は,PLDの 活 性化 が
直接関与 してい るので はない ことが示唆 さ'れた。
現在 の ところPLDを 直接活性化 す る低分子 プローブは知 られて お らず,PLDの 生 理機 能 へ の関与 に
つ いて もまだ不 明な点 が多 い。本研究 において直接ARF依 存性PLDを 活性化 して い る可 能性 が示 唆 さ
れ たマス トパ ランは,PLDの 酵素学 的研究 や生埋機能の解明 に役立つ と思 われる。
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審 査 結 果 の 要 旨
動物 由来 の ホスホ リパーゼD(PLD)は,始 めオ レイ ン酸依存性PLDが 精製 され,そ の後ADPリ ボ
シレイ シ ョンファクター(ARF)依 存性PLDが クローニ ングされ,こ れ を機 にARF依 存性PLDに っ
いて は多 くのアイ ソザイ ムが精製,ク ローニングされた。 そのため,ARF依 存性P:LDに つ いて は その
分子 レベルでの活性化機構,酵 素学的性質な どが次第 に明 らか にされっっあ る。 しか し,PLDを 直接 活
性化す る低分子 プ ロー ブは知 られて いないため,PLDの 生理機能へ の関与 につ いて もまだ不 明 な点 が多
い。第1章 で述べ ているよ うに,本 研究 で はマス トパ ラ ンの ホスファチヂル コ リン(PC)水 解反 応へ の
影響 を検討 し,マ ス トパ ランがPLDの 活性化剤 である ことを見 出 した。 また,マ ス トパ ランによるPLD
の活性化がPLD阻 害薬 のネオマイシンや グ リセ ロ2,3一ニ リン酸(DPG)で 抑制 され る ことを明 らかに し,
これ らの研究成果 に基づ いて,RBL-2H3細 胞で のPLD活 性 化 と開 口分泌 の関連 につ いて明 らか にす
るこ とを試 みた。
水野君 は,ま ず マス トパ ランが,ヒ トアス トロサイ トーマ細胞 においてア ゴニス ト刺激 による細胞 内カ
ル シウムイオ ン濃度上昇を百 日咳毒素非感受性 に抑制 してい ることを示 した(第2章)。 次 に,マ ス トパ
ランが,ヒ トアス トロサ イ トーマ細胞 においてPLDを 活性化 しPC水 解反応を促 進す る こ とを明 らか に
した。 また,薬 理学的解析 によりマ ス トパ ランによるPLDの 活性化 は,種 々の活性化 因子 を介 して お ら
ず,試 みた全 ての細胞 株 にお いてその作用が認め られた ことか ら,こ の毒素 が直接PLDに 作 用 す る こと
によ りPLDを 活 性化 して いる可能性が示唆 された(第3章)。 さ らに,PLDの 細胞機能 への関与 を検討
す るため に,RBL-2H3細 胞 を用 いてマ ス トパ ランのP:LDの 活性へ の効 果を検討 し,P:LD活 性 を二相
牲 に修飾 す ることを明 らかに した。 また,マ ス トパ ランによるPLDの 活性化 作 用がPLD阻 害 剤 に よ り
抑制 され ることを示 した。特 に,ネ オマイシ ンにより抑制 を受 けることか ら,マ ス トパ ランがARF依 存
性PLDに 作用 している可能性 が示唆 された。以上 の結果 を受 け,マ ス トパ ランによ るヒス タ ミン遊 離 と
PLD活 性 との関係 にっ いて検討 した結果,・この毒素 によるRBL-2H3細 胞 か らの ヒス タ ミン遊 離 が,
膜透過性 の促進 に因 ってお り,PLD活 性化が直接的な要 因で はない と考 え られ た(第5章)。 その作用 の
最初 のステ ップ として,こ のペプチ ドが細胞膜 の脂質部分 に作用 しペ プチ ド ・脂質超分子複合体 ボアを形
成す る と考 え られ る。 このペプチ ド・脂質超分子複合体 ボアによる一 時的な膜透過性 の上昇,ボ アを介 し
たカルシウムイオ ンの細胞 内へ の流入,さ らに形質膜 内に移動 したマス トパ ランによるG蛋 白質 やARF
依存性PLDな どの活性化が複合的 に働 き,非 常 に強力 な分泌促進作用を発現 してい ることを強 く示 唆 す
る ことに成功 した点 は,高 く評価 され よう。
よ って,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 と して合格 と認 める。
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